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辣 修 素 对 了 - 糖 蛋白 和 细 胆 筋 途 径 转 运 透 过 的 作用 
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摘要 :目的 通过 研究 P- 糖 蛋白 (P-gp) 底 物 罗 丹 明 123(R123 ) 在 空肠 .回肠 和 结肠 转运 时 辣椒 素 的 作用 ,探究 辣椒 素 对 肠 粘 膜 上 
P-gp 功 能 的 影响 。 方 法 使 用 体外 扩散 池 法 技术 ,分 别 取 SD 雄性 大 鼠 的 空肠 、 回 肠 和 结肠 肠 自 标本 ,计算 各 肠 段 中 吸收 方向 
(mucosa to serosa, M-S) 和 分 泌 方 向 (serosa to mucosa, S-M)R123 的 表 观 渗透 速率 (Papp)。 用 区 光 分 光 光 度 计 测 定 R123 FI 
光 素 钠 (CF) 在 接收 室 中 的 浓度 。 结 果 在 辣椒 素 作 用 下 ,R123 经 空肠 粘膜 透 过 时 ,吸收 方向 与 空白 组 相 比 显著 增高 ,分 泌 方向 
显著 降低 ,但 其 在 回肠 及 结肠 M-S 组 及 S-M 组 表 观 渗透 系数 Papp 与 空白 组 相 比 均 没有 显著 性 差异 。CF 经 空肠 粘膜 透 过 时 ， 
M-S 组 及 S-M 组 Papp 与 空白 组 相 比 均 显 著 增高 ;经 回肠 和 结肠 粘膜 透 过 与 空白 组 相 比 没有 显著 性 差异 。 结 论 辣椒 素 影 响 
P-gp 底 物 R123 和 旁 细 胞 转运 药物 CF 经 肠 粘 腊 透 过 的 作用 具有 上 肠 段 差异 性 ,对 R123 和 CF 的 影响 仅 存 在 于 空肠 ,表明 辣椒 素 是 
一 种 较 弱 的 P-gp 抑 制剂 和 粘膜 通道 改善 剂 。 可 能 与 P-gp 和 紧密 连接 在 肠 粘膜 上 的 逐渐 变化 的 分 布 有 关 。 

关键 词 :辣椒 素 ;P- 糖 蛋白 ;罗丹 明 123; 肠 粘膜 ;细胞 旁 通道 


Effect of capsaicin on intestinal permeation of P-glycoprotein substrate rhodamine 123 


and fluorescein sodium in rats 
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Abstract: Objective To investigate the role of capsaicin in regulating permeation of P-gp substrate rhodamine 123 (R123) 
across the jejunum, ileum and colon membranes of rats. Methods The permeability of R123 or fluorescein sodium (CF) across 
the jejunum, ileum and colon membranes of male SD rats was evaluated using a Ussing chamber. The concentration of R123 or 
CF in the receptor was determined using fluorospectrophotometry to calculate the apparent permeability coefficient (Papp). 
Results Compared with the blank control group, capsaicin increased the permeability of R123 across jejunal membranes in the 
mucosal-to-serosal (M-S) direction and decreased its permeability in the serosal-to-mucosal (S-M) direction, but produced no 
obvious effect on R123 transport across the ileum or colon membranes. Capsaicin caused a regional increase in the 
permeability of CF across the jejunal membranes compared with the control group, but CF transport across the ileum and 
colon membranes was not affected. Conclusion Capsaicin can affect the transport of R123 and CF across rat jejunal 
membranes, and this effect is shows an obvious intestine segment-related difference probably because of the different 
distribution of P-gp or tight junction in the intestines. This finding suggests that capsaicin is a weak P-gp inhibitor and an 
improver of mucous membrane channels. 
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P- 糖 蛋白 (P-gp) 是 限制 药物 从 血液 循环 进入 脑 和 
从 肠 腔 进入 上 皮 细 胞 的 重要 转运 蛋白 ", 故 联合 使 用 
P-gp 抑制 剂 可 以 增加 药物 经 肠 道 吸收 。Hamilton $E” 
首次 发 现 维 拉 帕 米 环 孢 落 素 A(CsA) 能 与 化 疗 药 物 苑 
争 性 结合 P-gp, 逆 转 大 肠 癌 耐 药性 (MDR), 但 其 心 凤 毒 
性 及 免疫 抑制 作用 明显 ,限制 了 临床 应 用 。 近 年 来 ,一 
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些 植 物化 学 和 本 草 纲目 中 的 药物 ,也 发 现 具有 抑制 P-gp 
功能 的 作用 交 ,如 本 派 丙 烷 和 姜黄 ,与 合成 的 抑制 剂 相 
比 它们 具有 更 低 的 毒性 。 我 们 经 常食 用 的 辣椒 中 所 含 
的 主要 成 分 辣椒 素 (CAP), 也 表现 出 对 P-gp 功能 的 抑制 
人 作用。 有 人 研究 者 通过 体外 结肠 癌 Caco-2 细 胞 实验 发 
现 , 辣 椒 素 能 够 抑制 P-gp 对 地 高 辛 的 外 排 作 用 S HF 
众多 实验 结果 均 是 采用 细胞 研究 获得 ,然而 由 于 细胞 的 
一 些 形态 学 和 生理 学 的 局 限 性 ,并 且 P-gp 在 肠 道中 的 
分 布 是 不 均匀 的 ,因此 采用 细胞 无 法 预测 药物 对 不 同 肠 
区 段 粘膜 上 P-gp 的 影响 ,所 以 我 们 采用 Ussing chamber 
法 分 别 研究 了 冰 椒 素 对 空肠 .回肠 和 结肠 粘膜 上 P-gp 
功能 的 影响 ,并 用 荧光 素 钠 (CEF) 作 为 旁 细 胞 途径 药物 
转运 方式 的 标志 物 进 行 检 测 ”。 
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1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 试剂 辣椒 素 ( 批 号 :048K5058V),Hepes( 批 号 : 
016K54331) , Trizma base (批号 :103K5411) ,罗丹 明 
123( 批 号 :046K3688) .荧光 素 钠 (批号 :047K0676) 均 
IJ F Sigma-Aldrich 公 司 (St Louis,MO,USA)。 甲 醇 
MEIR HPLC], A AEEA 

1.1.2 仪器 莹 光 分 光 光 度 仪 (美国 Waters 公 司 ,型 号 为 
474) ; P13110S 电子 天 平 ,德国 Sartorins 生产 ;7 ml 
Ussing chamber 装 置 (美国 Harvard 公 司 )。 

1.1.3 动物 SD 大 鼠 , 雄 性 ,体质 量 250+20 g, 购 于 南方 
医科 大 学 实验 动物 中 心 ,合格 证 号 :SCXK X 2006- 
0015。 动 物 实验 的 方法 符合 南方 医科 大 学 实验 动物 伦 
理 委员 会 的 有 关 规 定 和 要 求 。 

1.2 方法 

1.2.1 药物 溶液 配制 

1.2.1.1 Hepes-Tris 缓 冲 液 的 配制 取 Hepes 6 g 深 于 
800 ml 蒸 饮水 中 ,使 之 完全 溶解 。 通 入 混合 气体 (95% Os, 
5% CO:)10 min 后 ,加 入 1.8 ml KCI(3 mol-L),1.8 ml 
CaCL(1 mol-L),0.8 ml MgSO4(1 mol*L7),8.18 g 
NaCl, 完全 溶解 后 用 TrisRONGYE(1 mol-L')JA pH 
至 7.4, 再 加 入 5 mV AERE CI mol.I) ,用 蒸馏 水 稀 
释 至 1000 ml, 11:5] HIIS. 

1.2.1.2 实验 溶液 配制 分 别 将 辣椒 素 与 R123 或 CF 深 
解 在 pH 7.4 的 OyCO, 气 体 饱 和 的 Hepes-Tris 绥 冲 液 中 ， 
这 种 Hepes-Tris 深 液 每 天 制备 ,实验 用 辣椒 素质 量 浓度 
为 60 mg*L',R123 或 CF 最 终 质量 浓度 均 为 4 mg:.IL。 
1.2.2 体外 Ussing chamber 实 验 SDXBRZEÉE 16-18 h, 
3% 戊 巴 比 妥 钠 (12 ml*kg') 腹 腔 注射 麻醉 , 延 腹 中 线 将 
腹部 切 开 , 取 出 空肠 、 回 肠 和 结肠 。 分 别 用 生理 盐水 清 
洗 干净 , 置 人 冰 浴 的 Hepes-Tris 绥 冲 液 中 通 混合 气 
(95% O,:5% COJA HREM EE, FOKRA ER 
速 剥 离 浆 膜 侧 的 浆 膜 层 , 将 肠 粘 膜 固 定 于 扩散 池上 , 回 
肠 及 结肠 的 操作 方法 与 空肠 相同 。 在 扩散 室 加 入 7 ml 
R123 或 CF 与 CAP 的 混合 液 ,接收 室 加 入 7 ml 
Hepes-Tris 缓冲 液 ( 均 预 热 至 37.5 9C) 37.5 保温 ,并 
通 入 混合 气体 。 分 别 于 15、30、45、60、75、90 和 120 min 
在 接收 室 取 样 0.5 ml, 并 同时 补充 相同 体积 相同 温度 的 
Hepes-Tris RWW. 

1.2.3 定量 方法 的 建立 

1.2.3.1 R123 和 CF 的 测定 方法 学 考察 R123 的 激发 波 
长 为 485 nm, 发 射 波长 为 535 nm, 可 在 此 波长 下 测定 
R123 的 欧 光 强度 ,空白 无 干扰 ,其 荧光 图谱 如 图 1。 
R123 1E (15.625-500)ug- L'', 9€ J6 9k RE XJ YK HE ET] [nl 
归 ,标准 曲线 回归 方程 为 :Y=1.0435X-1.0989, R= 
0.9982,Y 为 吸光 度 ,X 为 浓度 。 回 收 率 和 日 内 精密 度 分 
别 为 98.9% 和 1.9%。 
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图 1 罗丹 明 123 的 荧光 分 光 光 度 图 
Fig.1 Fluorescence chromatograms of rhodamine 123. 1: 250 
ng:ml*; 2: 125 ng-ml; 3: 62.5 ng-ml/; 4: 3125 ng: ml". 
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在 此 波长 下 测定 CE 的 荧光 强度 ,空白 无 干扰 ,其 荧光 图 
BEA, CF#(7.8125~500)ug L, BIGRE X A HE 
进行 回归 ERER ITEY :Y=0.639X+0.068,R= 
0.999, Y 为 吸光 度 ,X 为 浓度 。 回 收 率 和 日 内 精密 度 分 
别 为 97.8% 和 2.7%。 
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图 2 荧光 素 钠 的 荧光 分 光 光 度 图 
Fig.2 Fluorescence chromatograms of fluorescein sodium. 1: 
250 ng-ml"; 2: 125 ng-ml/; 3: 62.5 ng:mI"; 4: 31.25 ng: ml". 


1.2.3.2 结果 处 理 分 别 对 大 鼠 空 肠 、 回 肠 和 结肠 做 体外 
Ussing Chamber 实 验 , 灾 光 分 光 光 度 仪 检测 透 过 药物 含 
量 ,得 到 给 定时 间 浆 膜 侧 ( 吸 收 方向 ) 药 物 浓度 Ctnl1 和 
烙 膜 侧 ( 分 小 方向 ) 药 物 浓度 Ctn2, 用 下 列 公 式 计算 累计 
透 过 量 (Qtn, 单 位 :ng): 

Qin-7Ct4S 0.5 Ct(n— 1) 

0.5 和 7 表示 取样 体积 和 加 入 药 液 量 (ml) ,Ctn 表 示 
给 定时 间 点 接收 室 药物 浓度 。 另 一 方面 , 表 观 渗透 系数 
(Papp, £y; :cm:s ) 作 为 评价 药物 经 粘膜 透 过 能 力 的 重 
要 指标 ,其 计算 公式 为 : 


201712.01063v1 


chinaXiv 


Pappz(dQ/dt)x(1/AC,) 

其 中 dQ/dt 表 示 稳 态 时 时 间 - 累 计 透 过 量 线性 回归 
所 得 斜率 ,A 为 有 效 渗透 面积 (1.78 em) ,Co 为 扩散 室 加 
入 的 初始 药物 浓度 。 

1.3 统计 学 分 析 

计量 资料 统计 结果 用 均 数 + 标准 差 表 示 。 所 有 实 
验 数据 均 采 用 SPSS 13.0 统 计 软 件 进 行 显著 性 检验 ,各 
组 中 分 泌 方向 累计 透 过 率 与 吸收 方向 累计 透 过 率 的 比 
较 用 重复 测量 数据 的 方差 分 析 ; 各 组 间 不 同方 向 ,不 同 
分 组 的 Papp 比较 用 析 因 设计 资料 的 方差 分 析 。 显 著 性 
标准 为 P<0.05。 


结果 
2.1 羔 椒 素 对 R123 体 外 经 肠 粘 膜 透 过 的 影响 

考察 辣椒 素 与 R123 对 空肠 .回肠 各 —T 
吸收 方向 (M-S) 和 分 泌 方 向 (S-M) 的 经 时 透 过 变化 (图 
3~5)。 计 算得 到 capsaicin 组 R123 的 M-S 及 S-M 方 向 
的 表 观 渗透 系数 Papp(x10“ cms"') ,与 control 组 对 比 ， 
表明 R123 对 空肠 粘膜 吸收 方向 和 分 泥 方 向 的 透 过 均 受 
到 辣椒 素 的 影响 。 但 对 R123 经 回肠 和 结肠 粘膜 吸收 方 
向 和 分 泌 方 回 的 透 过 均 未 受到 辣椒 素 的 影响 。 
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空肠 中 辣椒 素 对 罗丹 明 123 的 Papp 影 响 
3 Effect of capsaicin on Papp of rhodamine123 in the 
jejunum membranes. *P«0.05 vs control group. 
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图 4 回肠 中 辣椒 素 对 罗丹 明 123 的 Papp 影 响 
Fig.4 Effect of capsaicin on Papp of rhodamine123 in the 
ileum membranes. 
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5 结肠 中 辣椒 素 对 罗丹 明 123 的 Papp 影 响 
Fig.5 Effect of different concentrations of capsaicin on Papp 
of rhodamine 123 in the colon membranes. 
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2.2 SUBE S CFA E E Xr 
考察 阁 椒 素 与 CF 同时 进行 肠 粘膜 透 过 时 ,对 CF 经 
空肠 .回肠 和 结肠 粘膜 M-S 方 向 和 S-M 方 向 透 过 的 表 
观 渗透 系数 Papp 影响 见 图 6。 计 算得 到 capsaicin 组 
R123 和 CF 的 M-S 及 S-M 方 向 的 表 观 渗透 系数 Papp 
(x10* cms"), 与 空白 组 对 比 ,CF 经 空肠 粘膜 吸收 方向 
和 分 小 方 向 的 透 过 均 受 到 辣椒 素 的 影响 。 然 而 , 羔 椒 素 
对 CF 在 经 回肠 和 结肠 粘膜 透 过 过 程 中 并 未 出 现 影 响 
(图 7,8)。 


14 8 Capsaicin * 
12 E Control 
‘ww 10 
E 
E 
S 
3 6 
& 4 
2 
0- 
Jejumun 
图 6 空肠 中 辣椒 素 对 荧光 素 钠 的 Papp 影 响 
Fig.6 Effect of capsaicin on Papp of CF in the jejunum 
membranes. *P«0.05 vs control group. 
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图 7 回肠 中 辣椒 素 对 荧光 素 钠 的 Papp 影 响 


Fig.7 Effect of capsaicin on Papp of CF in the ileum 
membranes. 
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图 8 结肠 中 辣椒 素 对 荧光 素 钠 的 Papp 影 响 
Fig.8 Effect of capsaicin on Papp of CF in the colon 
membranes. 


3 讨论 

P-gp 作为 一 种 能 量 依赖 性 药物 外 排 泵 ,大 部 分 位 
于 上 肠 细 胞 项 侧 膜 ,能 将 烙 膜 端的 药物 泵 出 到 肠 腔 , 即 如 
文中 所 述 的 分 小 方向 ,从 而 降低 药物 的 吸收 ,这 是 导致 
人 体 药 物 耐 药 的 重要 原因 *”。R123 是 P-gp 经 典 底 物 ， 
因 其 具有 痰 光 特 性 中 ,检测 方便 ,现在 国际 上 用 于 评价 
P-gp 功能 活性 研究 。 有 研究 表明 ,P-gp 及 其 相应 基因 
Madr1 在 肠 道 内 的 分 布 ,其 表达 量 沿 肠 腔 从 空肠 到 结肠 
逐渐 升 高 ,这 与 前 期 Ussing Chamber 实验 中 证 实 
R123 在 小 肠 中 转运 以 分 泌 为 主 结 果 呈 相符 ,因此 选择 
R123 作为 研究 辣椒 素 对 P-gp 经 肠 透 过 影响 的 指示 药 
物 。CF 与 R123 转 运 机 制 不 同 ,通过 劳 细 胞 途径 透 过 肠 
粘膜 ,广泛 用 作 旁 细胞 途径 药物 转运 方式 标志 物 应 用 于 
实验 中 ,具有 可 见 光 范围 的 荧光 。 用 CEF 作 为 对 照 ,更 能 
完善 实验 内 容 , 辅 证 实验 结果 。 

目前 Ussing Chamber 扩 散 池 法 被 认为 是 研究 底 物 
透 膜 转运 行为 的 标准 方法 ,应 用 Ussing Chamber 模 型 
获得 药物 的 Papp 与 人 口服 吸收 分 数 之 间 存 在 良好 相关 
性 四 ,具有 模拟 为 肠 道 环境 的 特点 ,操作 简单 ,成 本 较 
低 ,易于 推广 ,作为 生物 药剂 学 研究 的 新 方法 ,近年 在 国 
外 应 用 较 多 ,特别 为 肠 段 的 分 段 定位 研究 提供 有 效 研究 
手段 。 由 于 药物 吸收 是 从 肠 腔 先 透 过 至 粘膜 层 的 上 皮 
细胞 ,而 后 再 到 固有 层 , 回 有 层 存在 很 多 微血管 和 淋巴 
细胞 ,药物 在 此 能 被 吸收 如 血液 循环 ,导致 很 小 的 一 部 
分 透 过 粘膜 肌 层 。 因 此 ,需要 分 离 除去 肠 粘膜 上 的 肌 层 
组 织 ,这 是 Ussing Chamber 实 验 法 的 难点 及 技术 关键 。 

在 亚洲 ,辣椒 是 一 种 广 为 使 用 的 调味 品 , 尤 其 在 东 
南亚 地 区 , 潍 椒 素 在 食谱 中 占据 很 大 比重 , 羔 椒 在 血浆 
中 含量 可 达到 8~25 pmolL"“。 因 此 ,体内 辣椒 过 可 能 
通过 影响 肠 道 内 P-gp 功能 ,而 对 同 服 的 菜 些 P-gp 底 物 
药物 (如 环抱 素 等 ) 在 肠 道 内 透 过 吸收 产生 影响 ,尤其 是 
对 于 治疗 窗 较 罕 , 易 受 P-gp 外 排 严 重 影响 的 药物 ”““"。 
实验 使 用 体外 UssingChamber 技 术 考察 辣椒 素 对 R123 
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经 空肠 .回肠 和 结肠 粘膜 吸收 (M-S) 方 向 和 分 泌 (S-MD) 
方向 的 影响 ,发现 经 空肠 粘膜 透 过 时 ,R123 的 M-S 方 向 
与 空白 组 相 比 显著 增高 ,S-M 方 向 显著 降低 ,表明 R123 
经 空肠 烙 膜 M-S 方 向 和 S-M 方 向 的 透 过 均 受 到 辣椒 素 
的 影响 ,而 回肠 及 结肠 粘膜 透 过 时 ,M-S 组 及 S-M 组 表 
观 渗透 系数 Papp 与 空白 组 相 比 均 没 有 显著 性 差异 ,说 
明 辣 椒 素 在 空肠 透 过 时 抑制 了 P-gp 的 功能 ,改变 了 
R123 经 空肠 烙 膜 的 透 过 性 。 而 辣椒 素 在 回肠 和 结肠 对 
R123 的 透 过 没有 影响 ,这 可 能 跟 P-gp 及 其 相应 基因 
Mdrl 在 肠 道 内 的 分 布 表达 量 沿 肠 腔 从 空肠 到 结肠 逐渐 
升 高 有 关 呈 ,因此 对 于 空肠 粘膜 上 的 P-gp 和 蛋白 影响 更 剧 
烈 ,而 对 于 回肠 及 结肠 粘膜 上 的 P-gp 可 能 需要 更 高 浓 
度 的 辣椒 素 才 能 够 发 挥 作 用 。 同 时 ,为 了 辅 证 旁 细 胞 途 
径 是 否 影响 药物 转运 ,选用 CF 作为 标志 物 进 行 检测 。 
经 空肠 粘膜 透 过 时 ,M-S 组 及 S-M 组 分 别 与 空白 组 相 
比 , 均 具 有 显著 性 差异 ;经 回肠 和 结肠 粘膜 透 过 与 空白 
组 相 比 没有 显著 性 差异 ,提示 辣椒 素 仅 对 空肠 烙 膜 上 旁 
细胞 通路 有 影响 , 却 并 没有 改变 回肠 和 结肠 肠 粘 膜 上 紧 
密 连 接 的 状态 。 

有 研究 表明 ,P-gp 表达 量 沿 肠 腔 从 空肠 到 结肠 逐 
渐 升 高 "", 而 辣椒 素 仅 在 空肠 中 显示 出 对 R123 透 过 的 
影响 ,暗示 辣椒 素 可 能 是 一 种 较 弱 的 P-gp 抑制 剂 。 肠 
道中 紧密 连接 也 呈现 相似 的 表达 情况 ,辣椒 素 对 于 CF 
的 透 过 增强 作用 同样 只 存在 于 空肠 ,表明 辣椒 素 对 药物 
吸收 主要 部 位 一 一 空肠 具有 粘膜 改善 作用 。 因 而 ,喜爱 
食用 辣椒 的 患者 在 使 用 P-gp 底 物 类 药物 和 经 旁 细 胞 通 
道 转运 吸收 药物 时 ,其 体内 药物 吸收 情况 值得 关注 。 

有 关 辣 椒 素 对 肠 粘 膜 上 P-gp 影响 的 体内 In situ X 
鼠 实验 正在 进行 中 。 


4 结论 

研究 结果 表明 ,辣椒 素 抑 制 P-gp 功能 从 而 影响 
P-gp 底 物 R123 经 肠 烙 膜 透 过 的 作用 具有 肠 段 差异 性 ， 
对 R123 和 CF 的 影响 仅仅 存在 于 空肠 ,而 在 回肠 和 结肠 
却 影响 很 小 ,这 可 能 与 P-gp 和 紧密 连接 在 肠 粘膜 上 的 
分 布 是 从 空肠 到 结肠 逐渐 变化 的 分 布 有 关 。 实 验 结果 
与 传统 意义 上 服药 要 忌 辛 忌 阁 有 矛盾 。 本 实验 思路 能 
为 后 续 研 究 ABC 外 排 转运 体 提供 指导 ,而 且 能 为 临床 
用 药 提供 更 可 靠 的 理论 依据 。 
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